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高通量测序技术在流产物遗传学检测中的应用

秦凤金　路晓燕　崔萍　唐培红　牛刚　张建海

（胜利油田中心医院 生殖医学科，山东 东营　２５７０２５）

【摘要】　目的　探讨自然妊娠流产组织染色体异常情况，以及高通量测序技术胚胎停育中的应用价值。

方法　采用高通量测序技术对９７例胚胎停育样本进行染色体拷贝数变异（ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｖａｒｉａｔｉｏｎｓ，

ＣＮＶ）的检测，用相应软件对测序结果进行分析，并将检测数据与基因变异数据库（ｄａｔａｂａｓｅｏｆｇｅｎｏｍｉｃ

ｖａｒｉａｎｔｓ，ＤＧＶ）、人类染色体变异数据库（ｄａｔａｂａｓｅｏｆｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌｉｍｂａｌａｎｃｅａｎｄｐｈｅｎｏｔｙｐｅｉｎｈｕｍａｎｓ

ｕｓｉｎｇｅｎｓｅｍｂｌｒｅｓｏｕｒｃｅｓ，ＤＥＣＩＰＨＥＲ）和在线人类孟德尔遗传数据库（ｏｎｌｉｎｅＭｅｎｄｅｌｉａｎｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅｉｎ

ｍａｎ，ＯＭＩＭ）进行比对，确定ＣＮＶｓ类型及临床意义。结果　９７例标本９３例成功检测获得高通量测序

结果，测序检出率９５．８８％，检测出染色体数目异常４７例，拷贝数变异２３例，其中５例为致病性变异，

１８例为多态或致病意义不明。结论　染色体异常是胚胎停育的最重要原因，高通量测序技术可以快速

准确的检测出常规染色体异常，同时能够检测出常规染色体核型分析无法发现的致病性微失衡，推荐临

床上使用对流产物进行测序技术检测查找流产原因。
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　　自然流产的发病率约１５％～２０％，且有逐年上

升的趋势，其发病原因与环境因素、孕妇内分泌疾

病、免疫疾病、遗传学因素等密切相关。有研究表

明，遗传学因素在早期流产中起主导作用［１］。流产

物的遗传学检测能够提供胚胎流产的遗传学原因，

减少由于不明原因流产导致不必要的诊疗，对于进

一步生育指导具有重要意义，近年来，随着高通量测

序技术的迅猛发展，使得测序技术用于染色体拷贝

数变异（ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＣＮＶｓ）检测的优

越性越来越明显，基于高通量测序技术在胚胎流产

物遗传检测临床应用尚处于起步阶段，我们应用该

技术对９７例不明原因流产患者的绒毛或胎儿组织

进行检测，探讨测序技术在染色体疾病上的应用和

拷贝数变异在流产物检测中的应用价值。

１　对象与方法

１．１　对象　选取２０１５年５月至２０１８年５月在胜

利油田中心医院生殖医学科就诊的胚胎停育的

９７例孕妇，年龄２４～４３岁，平均年龄３１岁，孕周为

７～２５周。均为自然妊娠。初次流产４８例，２次及

８３
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以上流产史４９例。检测前均签署知情同意书。

１．２　方法　 取流产物１０ｍｇ，无菌ＰＢＳ缓冲液冲

洗后，提取ＤＮＡ，超声波打断，酶补齐，加接头Ａ，构

建测序文库。多个测序文库ｉｎｄｅｘ标记后测序，测

序采用美国Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司型号为Ｈｉｓｅｑ２０００高通量

测序仪器进行检测。将同一个样本检测到的几百万

条独立的ＤＮＡ序列与已知人类参考基因组比对，

得到唯一匹配序列，以及其在基因组上的位置；再将

基因组上每条染色体划分为连续的测序窗口，统计

待测样品每个窗口中唯一比对序列数目与正常对照

相对应窗口中唯一比对序列数目的比值，计算出待

测样品在该窗口位置的拷贝数，连接拷贝数相近的

连续测序窗口作为同一检测片断，重新计算该检测

片断内的拷贝数（ＳＣＮ）作为检测值。根据检测值判

断对应染色体检测区域的检测结果为单倍体、二倍

体、多倍体或嵌合等。检测数据与基因变异数据库

（ＤＧＶ）、人类染色体变异数据库ＤＥＣＩＰＨＥＲ）和

在线人类孟德尔遗传数据库（ＯＭＩＭ）进行比对，确

定ＣＮＶｓ类型及临床意义。此外，应用ＳＴＲ技术对

母亲ＤＮＡ以及流产物ＤＮＡ进行ＳＴＲ分析，排查

母源污染的可能性。

２　结果

９７例流产及死胎患者，４例母源性污染，共

９３例有结果，检测成功率９５．８８％。

２．１　染色体异常在不同孕期检测情况　早孕期流

产胚胎染色体异常约占６４．４７％（４９／７６），中晚孕期

的流产及死胎染色体异常约占１１．７６％（２／１７），二

者相比差异具有统计学意义。

表１　不同孕周染色体检测结果（例）

ＣＮＶｓｅｑ
正常及多态

ＣＮＶｓｅｑ
意义不明

ＣＮＶｓｅｑ
异常 χ

２ 犘

＜１２周（７６例） ２２ ５ ４９

＞１２周（１７例） １０ ５ ２ ３７．６１ ＜０．０５

２．２　染色体数目异常检测情况　共检出染色体数

目异常４７例，涉及绝大多数的染色体，其中三体３３

例、单体６例、嵌合３例、三倍体２例、四倍体１例，

最常见异常的是１６三体及特纳综合征（图１）。

图１　染色体非整倍体数目异常类型及例数

２．３　染色体基因组拷贝数检测情况　共检出染色

体拷贝数变异２３ 例，查询 ＤＧＶ、ＯＭＩＭ、ＤＥＣＩ

ＰＨＥＲ数据库，５例注释为各类缺失重复综合征，

１８例注释为多态性或致病性未知，多数改变在同一

样本中既有缺失又有重复，测序微缺失微重复检出

率为２４．７３％（２３／９３）（表２）。

２．３．１　染色体基因组拷贝数变异检测查询数据库

注释为微缺失微重复综合征的５例，检出率为５％

（５／９３）。这５例测序拷贝数变异的片段缺失有

１．５２Ｍｂ、２０．４２Ｍｂ，重复片断有０．４Ｍｂ、５．４Ｍｂ、

３３．３Ｍｂ，１例同时有３４．３２Ｍｂ的缺失和９９．４８Ｍｂ

的重复。

２．３．２　染色体基因组拷贝数变异查询数据库注释

为多态８例，缺失或重复片段以＜１Ｍｂ为主，片段

大小０．３２～１．７６Ｍｂ；查询数据库界定为致病性未

知的１０例，片段大小０．１６～１．５Ｍｂ。

２．４　染色体异常与流产次数的关系　染色体异常

与自然流产的次数没有相关性（犘＞０．０５）（表２）。

表２　流产次数与染色体异常的关系（例）

染色体正常 染色体异常 χ
２ 犘

１次自然流产（５４例） ２１ ３３

２次自然流产（１９例） ８ １１

３次及以上自然流产（１１例） ４ ７ ０．１００．９５

３　讨论

３．１　ＮＧＳＣＮＶｓ技术在提高流产物检测成功率方

面的优势　近年来自然流产发生率不断升高，不明

原因的流产和死胎给患者及其家庭带来极大心理负

担。胚胎染色体异常是导致胚胎停止发育的最主要

原因。传统的细胞培养染色体核型分析被认为是诊

９３
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断染色体非整倍体及异位等染色体病的“金标准”，

但其检测失败率较高，文献报道达５％～４２％
［２］，而

且培养需要无菌，对药物流产和自然流产的绒毛无

法检测，且基层医院大多不具有染色体核型分析的

能力，也无法将标本送至检验中心检测。近期，高分

辨率寡核苷酸和单核苷酸多态性微阵列技术（ｓｉｎｇｌｅ

ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍａｒｒａｙ，ＳＮＰａｒｒａｙ）也被用

于流产绒毛的检测，能在更广范围内进行染色体异

常的检测，可发现具有临床意义的、小于５Ｍｂ的染

色体微缺失／微重复，但因技术难度高、相关人员缺

少专业知识和高成本等原因尚未得到广泛运用。随

着无创ＤＮＡ检测技术的普及，很多医院建立了高

通量基因测序平台，梁德生等［３］报道染色体疾病检

测方面ＣＮＶｓｅｑ与ＳＮＰａｒｒａｙ具有高度的检测一

致性，且测序试剂的成本将随着时间的推移而显著

降低，加之工作流程简单，ＣＮＶｓｅｑ有望成为比微

阵列技术更具扩展性且经济实惠的染色体疾病检测

替代技术。本研究对于流产组织进行高通量测序

ＣＮＶｓ检测９７例，成功检测９３例，失败４例，培养

成功率达９５．８８％，检测失败的样本均是由于通过

ＳＴＲ实验，在待测流产物组织中检测到了母血的

“外来信号”，表明待测流产物样本中有母血污染，未

通过质控。因此，在留取绒毛组织时应反复漂洗标

本，尽量洗去肉眼能够分辨的陈旧积血及蜕膜组织。

３．２　本研究检测成功的９３例标本中，其中染色体

数目异常共４７例，微缺失微重复综合征５例，多态

性８例，致病性未知１０例。染色体非整倍体改变仍

然是流产胚胎的主要因素，大多是三体，单倍体除

４５，Ｘ外，其他少见，增加的染色体几乎涉及了大多

数染色体，１６号染色体最为常见，其他染色体均衡

分布，也未见集中在１３号、１８号、２１号上，所以临

床上曾经选用原位荧光杂交技术（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎ

ｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）做流产物分析，因探针受

限，仅用１３号、１６号、１８号、２１号、Ｘ、Ｙ 染色体探

针来进行流产物分析是意义不大的，检出率低下。

本次实验中共检出３例嵌合体，分别是４７，ＸＮ，＋

２２［７０％］／４６，ＸＮ［３０％］、４５，Ｘ［５０％］／４６，ＸＹ

［５０％］和４５，Ｘ［８５％］／４６，ＸＹ［１５％］，提示高通量

测序对嵌合体的检测也较敏感，可检出约１５％的嵌

合体。

３．３　高通量测序异常信号对于提示染色体微缺失、

微重复等也具有较高的灵敏度和特异性，可以检出

常规染色体核型分析无法发现的染色体微缺失、微

重复。染色体微失衡可能是导致胚胎自然流产的原

因之一。本研究中，高通量测序技术能够准确地检

测染色体非整倍体的同时，检测到５例致病性微失

衡综合征。由于高通量测序技术的灵敏度、分辨率

高，能够检测到不小于１００ｋｂ的微小缺失及重复。

对于测序结果的遗传咨询与解读是目前临床遗传咨

询中存在的问题。本研究显示，９７例测序样本中检

测到多态性的ＣＮＶ８例、致病性未知ＣＮＶ１０例。

致病性未知的染色体拷贝数改变仍占结果的较大比

例，对于高通量测序检测到大量致病性未知的遗传

信息，目前是否具有临床意义尚存在争议，为临床遗

传咨询提出新的挑战。随着遗传公开数据库的不断

更新，越来越多有临床意义的微失衡将不断被证实。

分子遗传诊断技术将逐渐在临床工作中起到重要作

用。随着对疾病的遗传学了解的不断加深，致病性

未知临床病例的积累，其临床意义与相关疾病的关

系有待进一步的研究。Ｄｅｓｈｅｎｇ等
［４］研究证实当

ＣＮＶｓ缺失及重复片段大小未达到一定量时，可能

会由于缺失及重复部分基因能够得到一定的基因补

偿而不出现临床症状，当 ＣＮＶｓ微失衡不能得到相

应的补偿时会导致临床症状的出现，本研究中５例

有致病意义的ＣＮＶ中其中３例染色体拷贝数改变

均超过２０Ｍ。９７例流产物检测中，测序显示多态８

例，还有１０例检测阳性查询后显示致病性未知，而

这些都是流产物中检出的，是否有致病效应存在一

定争议，在公共数据库中查出致病性未知的这一部

分是需要更多的积累，更进一步地研究改变和致病

性间的关系。

３．４　流产组织染色体异常与流产次数无关，本研究

结果显示二次及以上流产和偶发性流产患者的染色

体异常率分别是６０％和６１％，差异无统计学意义。

Ｇｒａｎｄｅ等
［５］报道了９６例复发性流产者的绒毛染色

体异常率为６０％，１５４例偶发性流产者的异常率为

６８％，差异也无统计学意义，与本研究结果基本一

致，提示流产组织染色体异常的风险与流产次数无关。

０４
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３．５　流产组织染色体异常与流产时间具有相关性，

本研究结果显示孕１２周发生的流产，染色体异常约

占６５％，而１２周后发生的流产及死胎，染色体异常

约占１１％，差异具有统计学意义。这说明染色体异

常是造成胚胎早期丢失的一个重要原因。自然流产

可能是人体对于有染色体异常胚胎的自然淘汰过

程。明确流产组织的染色体核型，可以减轻患者心

理负担，为患者再生育指导提供可靠依据。

总之，基于高通量测序技术的基因组拷贝数目

变异检测，用于流产物染色体微缺失、微重复的遗传

学检测具有可行性。ＮＧＳＣＮＶｓ可以快速准确地

检测出常规染色体异常，同时能够检测出常规染色

体核型分析无法发现的致病性微失衡，并且发现大

量致病性未知的微失衡，其临床意义有待进一步

证实。
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